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論文内容要旨
 脊椎動物の脳は,神経管前方に前脳胞,中脳胞,後脳胞という基本的な枠組みから形成される。
 次に前脳胞は終脳と間脳に分かれ,中脳胞は中脳,菱脳胞は後脳と髄脳に分かれる。ショウジョ
 ウバエのor!ho4εn∫'61εのホモログである01x2は前脳,中脳の領域全体で発現しており,ノック
 アウトマウスでは前脳と中脳領域が欠損する。また後脳領域にはG加2が発現しており,ノック
 アウトマウスでは,中脳後脳境界部に異常が観察される。αx2の機能が欠損すると中脳が分化
 しなくなるが,0'x2の強制発現によりどのような効果が得られるのか,また中脳・後脳境界で
 明瞭な境界を持って発現しているG加2との関係がどのような意義を持つのかと考え,1'70voエ
 レクトロポレーション法を用いてニワトリ2日胚の後脳にOZx2を異所的に発現させた。すると
 後脳に異所的な膨らみが形成され,組織学的に解析したところ視蓋特異的な層構造を形成してい
 た。このことからαx2は予定後脳領域を中脳視蓋に分化転換させることがわかった。一方で遺
 伝子発現の解析を行ったところ,0∠T2はσ飢2の発現を抑制し,後脳胞で0な2の異所的な発現
 の周りに慰8が誘導されていた。さらに正常胚の中脳に発現している遺伝子,E'マ2,Pαx2∠5が
 後脳に異所的に誘導されていることも確認された。また共同研究者の佐藤はσ加2を中脳に強制
 発現させた。するとαx2が抑制され,視蓋領域が縮小した。さらに中脳領域でσわx2の発現の
 周辺部にFgプ8の発現が誘導された。これらのことから0α2とσわx2の抑制的な相互作用により
 中脳後脳境界が決定され,その発現境界に聴ブ8の発現が誘導されることが示された(第一部)。
 一一方でAraki等によってEn2を間脳に強制発現すると1⊃αx2/5,慰8を誘導し中脳へと分化
 することが示されたが,E〃2は抑制因子であることから,En2によって抑制されそれ自身は下
 流の遺伝子を抑制する因子の存在が予想され,そのスクリーニングが行われた。その候補遺伝子
 の機能解析の過程で簡便な遺伝子機能阻害法の必要性を痛感し,第二部の研究を行った。
 ショウジョウバエと線虫で遺伝子の機能阻害の方法としてRNAi(RNAinterference)が用
 いられてきた。最近20塩基ほどの短い二本鎖RNA(siRNA)を用いれば,哺乳類細胞でも
 RNAi効果を発揮することが示された。さらにヘアピン型RNA(shRNA)を発現するように
 したベクターを細胞に導入することでRNAi効果を得られることが報告された。
 そこで私は,shRNAを発現するベクターをノ〃ovoエレクトロポレーション法を用いてニワト
 リ胚に導入し,ニワトリ胚での遺伝子の機能阻害法を実現しようと考えた。標的遺伝子には,中
 脳と後脳に発現している遺伝子En2を選んだ。中脳後脳領域には,E112と同じ8κgr・'1θ4family
 であるE171も発現しており対照として用いることが出来る。siRNAの配列特異性と位置特異性
 を検証するためにE1120RFから4箇所選択した。En2-150は,E'7∫と一致する配列,En2-582
 は,En1と6塩基違い,En2-648は,En1と2塩基違い,En2-846はE'7ノと8塩基違い,さら
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 にEn2-648の任意の4塩基を置換したEn2-648s4を作製した。1no、・oエレクトロポレーション
 24時間後にEn2とE'7ノのmRNAの発現を1〃311z'ハイブリダイゼーションで検出した。En2-
 150によりE'72,E'?1の発現ともに抑制されていた。En2-582は,ε'72のみを抑制し,En2-648
 により翫2の発現は強く抑制され,E,71も弱いながら抑制されていた。En2-846は,E'12,E'"
 ともに抑制することは出来なかった。En2-648s4もE,了2,E"/を抑制することは出来なかった。
 時間を追ってsiRNAの遺伝子抑制効果を検証したところ,i〃。ソ。エレクトロポレーション6時
 間後からmRNAが分解され始め,12時間後には,mRNAとタンパク質の発現の抑制が同じ箇
 所で起きていることが確認できた。またcHar5はEη2に抑制されるが,En2-150によってEn2
 の機能を阻害したところ予想どおり。月∬5の発現が峡部で誘導されていた。
 本研究によりニワトリ胚においてもsiRNAによる遺伝子の機能阻害が可能となった。配列特
 異性については,2塩基違いまでは,RNAi作用を持つことが示された。またsiRNAの位置に
 よって抑制作用に違'いがあることがわかった。乃10voエレクトロポレーションとsiRNAを組み
 合わせることによって,今後の遺'伝子機能の解析が進んでいくことが期待される(第二部)。
 博士論文としてこれらの結果を二部構成でまとめた。第一部は「中脳領域の決定機構」として,
 第二部はrニワトリ胚での新しい遺伝子機能阻害法の開発:siRNA発現プラスミドのエレクト
 ロポレーション」とした。
第一部基礎論文
Interactiollbetweenαx2andσ6x2definestheorganizingcellterfortheoptictectum.
Katahira,T.,Sato,T.,Sugiyama,S.,Okafuji,T.,Araki,L,Funahashi,J.&Nakamura,
 H.2000.漉cho“'5〃?5qズDεソθ10ρ'nεn'91,43-52.
第二部基礎論文
 Genesilencinginchickembryoswithavecter.basedsmallin七erferingRNAsystem.
 Katahira,T.&Nakamura,H.2003.D召vε10ρ,ηεη1,σro曜hon4∠)1〃セノで'フ'1σ'10η45,361-367.
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 審査結果の要旨
 脊椎動物の脳は,神経管前方に前脳胞,中脳胞,菱脳胞という基本的な枠組みから形成される。
 ショウジョウバエの01プho4εn1'01θのホモログである0'x2は前脳,中脳の領域全体で発現してお
 り,ノックアウトマウスでは前脳と中脳領域が欠損する。また菱脳の前部である後脳領域には
 σ魔2が発現しており,ノックアウトマウスでは,中脳後脳境界部に異常が観察される。本研究
 はまず01x2とG厭2の脳の領域形成における役割を明らかにするため,inoソ。エレクトロポレー
 ション法をニワトリ胚でOZx2の強制発現実験を行った。0∠x2を後脳胞に強制発現すると,後脳
 部に異所的な膨らみが形成され,その膨らみは視蓋特異的な層構造を形成していた。このことか
 ら01x2は予定後脳領域を中脳視蓋に分化させることが示された。また0!x2はσわx2の発現を
 抑制し,後脳胞でαx2の異所的な発現の周りに慰8が誘導された。さらに正常胚の中脳に発
 現している遺伝子も異所的に誘導されていた。佐藤によるGbx2の強制発現実験の結果,0'x2
 が抑制され,視蓋領域が縮小した。さらに中脳領域でGわx2の発現の周辺部にF奮8の発現が誘
 導された。これらのことからOZx2とσ加2の抑制的な相互作用により中脳後脳境界が決定され,
 その発現境界に壇8の発現が誘導されることが示された(第一部)。
 一方,ニワトリ胚での遺伝子の機能解析において遺伝子機能阻害法の必要性を痛感し,第二部
 の研究を行った。ショウジョウバエと線虫で遺伝子の機能阻害の方法としてRNAi
 (RNAinterference)が用いられてきた。最近20塩基ほどの短い二本鎖RNA(siRNA)を用い
 れば,哺乳類細胞でもRNAi効果を発揮することが示された。さらにヘアピン型RNA
 (shRNA)を発現するようにしたベクターを細胞に導入することでRNAi効果を得られること
 が報告された。そこでshRNAを発現するベクターをinovoエレクトロポレーション法を用い
 てニワトリ胚に導入し,ニワトリ胚での遺伝子の機能阻害法を開発した。標的遺伝子には,中脳
 と後脳に発現している遺伝子Eη2を選んだ。siRNAの配列特異性と位置特異性を検証するため
 にEn20RFから4箇所選択したが,中脳後脳領域には,同じファミリーに属するE'ゴも発現
 しており対照として用いることが出来る。En2-150は,E〃1と完全に一致する配列,En2-582
 は,E'?1と6塩基違い,En2-648は,En1と2塩基違い,En2-846は伽1と8塩基違う。1〃。レ。
 エレクトロポレーション24時間後にEn2とEn1のmRNAの発現をins"～'ハイブリダイゼー
 ションにて検出したところ,En2-150,En2-582,En2-648によりE'12の発現は抑えられていた。
 Enノの発現は,完全に配列が一致するEn-2-i50によって強く抑制され,2塩基違いのEn2-648
 により弱い抑制が見られた。4塩基違うと抑制は見られなかった。En2-846はEn1,En2とも
 に抑制することはできなかったので,siRNAをデザインするには配列の一致と位置特異性も考
 慮しないといけない。時間経過を見たところ,〃70voエレクトロポレーション6時間後から
 mRNAが分解され始め,12時間後には,mRNAとタンパク質の双方の発現が抑制されていた。
 本研究の第一部は中脳の領域形成のメカニズムの解明,また第二部でのsiRNAによるニワト
 リ胚の遺伝子機能阻害法の確立はともに価値の高い研究であり,博士の学位に値するものと判断
 される。
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